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Jumlah Bakteri Asam Laktat dan Histomorfometri Jejenum Mencit (Mus 





Salmonellosis merupakan penyakit yang disebabkan oleh Salmonella sp. 
Salmonella sp. merupakan bakteri patogen yang menyebabkan berbagai penyakit 
pada saluran pencernaan. Salah satu cara untuk menghambat perkembangan dari 
Salmonella sp. adalah pemberian probiotik. Probiotik merupakan mikroorganisme 
hidup yang bermanfaat bagi inang karena dapat menghambat pertumbuhan bakteri 
patogen dan mengurangi kerusakan usus dari bakteri patogen pada saluran 
pencernaan. Secara umum probiotik berasal dari golongan bakteri asam laktat 
(BAL) yang memiliki mekanisme melakukan perlekatan pada mukosa usus 
kemudian mengeluarkan antimikroba serta mempertahankan sitokin pro-inflamasi 
IFN-γ dan TNF-α. Sehingga pemberian probiotik yang ditantang oleh Salmonella 
sp. diharapkan mampu dalam mengurangi kerusakan usus akibat dari Salmonella 
sp. dan berperan dalam memperbaiki struktur usus karena kemampuannya dalam 
menjaga respon imun terhadap bakteri patogen. Tujuan penelitian ini untuk 
mengetahui pengaruh pemberian probiotik yang ditantang oleh Salmonella sp. 
terhadap jumlah bakteri asam laktat dan gambaran histomorfometri jejenum mencit. 
Penelitian ini adalah penelitian experimental laboratoris dengan menggunakan 
rancangan acak lengkap (RAL) menggunakan 20 ekor mencit jantan berumur 4-6 
minggu dengan berat 18-30 gram yang dilakukan perlakuan selama 7 hari. 
Kelompok perlakuan terdiri dari P1 (probiotik dan Salmonella), P2 (probiotik), P3 
(Salmonella), dan K- (kontrol negatif). Variabel yang diamati adalah jumlah BAL 
dengan melakukan perhitungan metode Total Plate Count (TPC) dan gambaran 
histomorfometri jejenum mencit menggunakan image J. Data yang diperoleh 
dianalisis secara kuantitatif menggunakan analisis uji One Way Anova dan 
dilanjutkan uji Duncan. Hasil penelitian menunjukkan kelompok P1 (probiotik dan 
Salmonella) mampu meningkatkan jumlah bakteri asam laktat jejenum tetapi tidak 
secara signifikan (p>0,05). Pada gambaran histomorfometri jejenum kelompok P1 
(probiotik dan Salmonella) meningkatkan lebar vili secara signifikan (p<0,05), 
akan tetapi tidak meningkatkan panjang vili dan menurunkan jarak antar vili secara 
signifikan (p>0,05) bila dibandingkan kelompok P4 (kontrol).  
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 Salmonellosis is a disease that caused by Salmonella sp. Salmonella sp is a 
pathogenic bacteria that causes various digestive tract diseases. One of another way 
to inhibit the development of Salmonella sp. is probiotics treatment. Probiotics are 
living microorganisms which are beneficial for host due to activity of inhibiting the 
growth pathogenic bacteria in gastrointestinal tract and has the ability to repair the 
structure of the intestine villi because of pathogenic bacteria. Probiotics are 
commonly produced by Lactic Acid Bacteria (LAB) which has mechanism of 
attachment into intestinal mucosa to secretes antimicrobial and maintains pro-
inflammatory cytokines IFN-γ and TNF-α. Probiotics treatment which challenged 
by Salmonella sp. expected to decreased intestinal damage from Salmonella sp. and 
improving intestinal structure because probiotics can maintain an immune response 
to pathogenic bacteria. The objective of this study was to reveal the effect of 
probiotic treatment which defied by Salmonella sp. According to the amount of 
Lactic Acid Bacteria and jejunum histomorphometry of mice after being treated. 
This study was experimental laboratory design based on Completely Randomized 
Design (CRD) using 20 male mice aged 4-6 weeks with 18-30 gram weight and 
treated for 7 days. The treated group consist of P1 (probiotic and Salmonella sp), 
P2 (probiotic), P3 (Salmonella sp), and K- (negative control). The observed 
variables were the number of LAB by calculating the Total Plate Count (TPC) and 
the jejunum histomorphometric calculation is using image-J. The data obtained 
were analyzed quantitatively using One-Way ANOVA test and continued by the 
Duncan test. The results showed P1 group (probiotic and Salmonella sp) was able 
to increase the number of jejunal lactic acid bacteria but not significantly (p>0.05). 
The result of histomorphometry of the jejunal showed P1 (probiotic and Salmonella 
sp) that were significantly increase the width of villi (p<0.05), but not increased the 
length of villi and descreased the distance between villi significantly (p>0.05) than 
P4 (control) group. 
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DAFTAR SINGKATAN DAN LAMBANG 
 
Simbol    Keterangan 
 
%     Persen 
ANOVA    Analysis of Variance 
Sp      Spesies 
TPC     Total Plate Count 
CFU     Colony Forming Unit 
pH     Power of Hydrogen 
PBS     Phosphate Buffer Saline 
CDT     Cytolethal Distending Toxins 
EM4™    Effective Microorganism 4 
BAL     Bakteri Asam Laktat 
LPS     Lipopolisakarida 
HE     Hematoksilin-Eosin 
RAL     Rancangan Acak Lengkap 
MRS     deMann Rogosa Sharpe 
PT     Perseroan Terbatas 
cm     Sentimeter 
ml     Mililiter 








BAB 1 PENDAHULUAN 
 
1.1 Latar Belakang 
Sistem pencernaan merupakan saluran yang berperan dalam proses digesti 
makanan, absorbsi nutrisi, dan eliminasi sisa makanan. Kesehatan saluran 
pencernaan perlu untuk diperhatikan, karena saluran pencernaan terutama organ 
usus berperan penting terhadap adanya keberadaan bakteri patogen. Bakteri 
patogen dalam usus bersifat toksik karena mampu menyebabkan kerusakan pada 
mukosa usus dengan cara adhesi, invasi, multiplikasi dan kemudian mengeluarkan 
toksin sehingga dapat menimbulkan berbagai penyakit saluran pencernaan 
(Ersawati, dkk., 2018). Menurut Joni dan Abrar (2018), bakteri yang berperan 
dalam merusak mukosa usus antara lain Salmonella sp., Escherichia coli, 
Staphylococcus aureus, Shigella sp., Vibrio cholerae dan Vibrio parahaemolyticus.  
Salmonella sp. merupakan salah satu mikroba patogen dalam usus inang. 
Infeksi yang disebabkan oleh bakteri ini biasa disebut dengan salmonellosis. 
Salmonella sp. pada usus mampu melakukan penempelan (adhesi), menginvasi ke 
dalam mukosa dan selanjutnya replikasi dengan membentuk koloni pada sel epitel 
usus. Hal ini dipengaruhi oleh faktor virulensi dari Salmonella sp. yaitu 
berhubungan dengan kemampuan nya dalam adhesi atau perlekatan pada mukosa 
usus (Wresdiyati, dkk., 2013). Menurut Santoso (2002), terdapat dua cara 
Salmonella sp. dalam melakukan adhesi yaitu menggunakan fimbrae dan afimbrial 








Salmonella sp. telah melakukan perlekatan, Salmonella sp. akan menghasilkan 
toksin cytolethal distending toxins (CDT) yang kemudian mempengaruhi sekresi 
air, elektrolit dan reaksi inflamasi. Reaksi inflamasi yang terjadi apabila 
berkelanjutan akan menyebabkan peradangan pada usus (enteritis), ulkus, abses dan 
terjadinya nekrosis atau kematian sel pada jaringan usus. Sehingga sangat 
membahayakan bagi sel inang yang terinfeksi oleh bakteri ini (Darmawan, 2017). 
Usaha dalam peningkatan pertahanan mukosa usus terhadap keberadaan 
bakteri patogen seperti golongan Salmonella sp. dapat dilakukan dengan 
peningkatan barrier mukosa usus menggunakan mikroba hidup yang 
menguntungkan atau biasa disebut dengan probiotik. Probiotik yang berada banyak 
ditemukan dipasaran dan seringkali dipakai di peternakan adalah produk probiotik 
EM4™ yang berisi Lactobacillus casei, Saccharomyces cerevisiae dan 
Rhodopseudomonas palustris. Produk probiotik ini diketahui berperan terhadap 
keseimbangan mikroflora usus dan meningkatkan imunitas, sehingga dapat 
mengembalikan keseimbangan rasio antara bakteri patogen dan nonpatogen dalam 
usus (Kusuma, dkk., 2012). Probiotik yang berasal dari golongan bakteri asam 
laktat (BAL) harus memenuhi persyaratan antara lain bakteri tidak patogen, aktif 
dan tumbuh dalam sistem pencernaan, tahan terhadap garam empedu, viabilitas 
tinggi, anaerob, mampu untuk tumbuh cepat kemudian menempel dan mampu 









Pemberian probiotik pada beberapa penilitian telah dibuktikan mampu 
dalam meningkatan jumlah bakteri asam laktat (BAL) dan menurunkan jumlah 
bakteri patogen dalam usus. Bakteri asam laktat (BAL) dalam perannya dalam 
mukosa usus mampu untuk mengurangi kerusakan pada vili yang diakibatkan oleh 
bakteri patogen seperti Salmonella sp. Hal ini dikarenakan bakteri asam laktat dapat 
menghambat Salmonella sp. dengan cara menempel (adhesi) pada epitel usus dan 
membentuk koloni. Kemudian menghasilkan senyawa antimikroba yang memiliki 
interaksi dengan membran sel Salmonella sp. dengan cara mendenaturasi protein 
membran, disfungsi permeabilitas membran sel dan mengubah sifat membran sel 
dari Salmonella sp. Sehingga Salmonella sp. akan dihambat dalam bereplikasi 
(Gupta, et al., 2018). Selain itu, bakteri asam laktat dalam menjaga mekanisme 
perlindungan terhadap Salmonella sp. akan mempengaruhi imunitas yaitu dengan 
meningkatkan fagositosis dan memodifikasi produksi sitokin pro-inflamasi IFN-γ 
dan TNF-α. Sehingga dapat mengurangi keparahan dari infeksi Salmonella sp. 
(Castillo, et al., 2011). Berdasarkan dari latar belakang di atas maka penelitian ini 
bertujuan untuk mengetahui jumlah bakteri asam laktat (BAL) jejenum mencit dan 
gambaran histomorfometri jejenum mencit yang dilakukan pemberian probiotik 
dan ditantang dengan Salmonella sp. 
 
1.2 Rumusan Masalah 
1. Bagaimana pengaruh pemberian probiotik dan ditantang Salmonella sp. 








2. Bagaimana gambaran histomorfometri jejenum mencit yang diberikan 
probiotik dan ditantang Salmonella sp? 
 
1.3 Batasan Masalah 
Berdasarkan dari latar belakang yang telah diuraikan, maka penelitian yang 
dilakukan dibatasi oleh : 
1. Hewan coba yang dipergunakan adalah mencit jantan berumur 4-6 minggu 
dengan berat badan 18-30 gram diperoleh dari Laboratorium Biomed 
Fakultas Kedokteran Universitas Muhammadiyah Malang. Penggunaan 
hewan coba dalam penelitian telah mendapatkan sertifikat laik etik dari 
Komisi Etik Penelitian Universitas Brawijaya No 109-KEP-UB-2020 
(Lampiran 1). 
2. Bakteri asam laktat (Lactobacillus casei) didapat dari probiotik komersial 
EM4™ yang berisi (Lactobacillus casei 1,5 x 106 CFU, Saccharomyces 
cerevisiae 1,5 x 106 CFU dan Rhodopseudomonas palustris 1,5 x 106 CFU) 
dan diberikan 0,5 ml perhari selama 7 hari. 
3. Bakteri Salmonella sp. didapatkan dari Laboratorium Mikrobiologi Fakultas 
Kedokteran Hewan Universitas Brawijaya. Bakteri di suspensikan sesuai 
dengan standart kekeruhan McFarland 0,5 sehingga didapatkan perkiraan 
suspensi bakteri 1.5 x 108 CFU/ml. Diberikan melalui peroral 0,5 ml/hari 








4. Dosis pemberian kelompok 1 (probiotik + Salmonella sp.) yaitu probiotik 0,5 
ml/hari dan Salmonella sp. 0,5 ml/hari, pemberian kelompok 2 (probiotik) 
yaitu probiotik 0,5 ml/hari, pemberian kelompok 3 (Salmonella sp.) yaitu 
Salmonella sp. 0,5 ml/hari. Diberikan secara peroral berdasarkan kelompok 
perlakuan selama 7 hari. 
5. Variabel yang diamati adalah jumlah bakteri asam laktat pada jejenum dan 
histomorfometri jejenum mencit. 
 
1.4 Tujuan 
1. Mengetahui jumlah bakteri asam laktat jejenum mencit yang diberikan 
probiotik dan ditantang Salmonella sp. 
2. Mengetahui histomorfometri usus mencit yang diberikan probiotik dan 
ditantang Salmonella sp. 
 
1.5 Manfaat 
Sebagai informasi ilmiah mengenai efek pemberian probiotik sebagai agen 
preventif yang ditantang oleh Salmonella sp. terhadap jumlah bakteri asam laktat 











BAB 2 TINJAUAN PUSTAKA 
 
2.1  Mencit (Mus Musculus) 
Mencit merupakan hewan pengerat (rodentia) yang sering dipakai sebagai 
hewan laboratorium (Gambar 2.1). Mencit dapat berkembang biak dengan cepat, 
masa hidup singkat dan mudah untuk dipelihara dalam jumlah besar. Selain itu, 
mencit memiliki fisiologi dan anatomi dengan karakteristik baik. Sehingga mencit 
(Mus Musculus) seringkali dipakai sebagai model hewan coba. Pemberian pakan 
untuk mencit yaitu dapat diberikan 3-5 gram perhari biasanya berupa pelet dan 
pemberian minum diberikan secara ad libitum (Hasaaanah, 2009). Berikut 
merupakan klasifikasi dari mencit (Mus Musculus) Kartika, dkk. (2013) : 
Kingdom : Animalia 
Filum  : Chordata 
Kelas  : Mammalia 
Ordo  : Rodentia 
Famili  : Muridae 
Genus  : Mus 
Spesies : Mus musculus 
Mencit merupakan hewan nokturnal yang lebih aktif di malam hari. Mencit 
memiliki berat badan berkisar 18-20 gram untuk usia 4 minggu dan pada usia 
dewasa yaitu saat usia 35 hari dapat mencapai berat badan 30-40 gram. Mus 








Musculus betina dewasa rata-rata memiliki berat badan 18-35 gram (Kartika, dkk., 
2013). 
 
Gambar 2.1 Morfologi mencit (Mus Musculus) (Hasaaanah, 2009). 
   
Mencit jantan dan betina muda sulit dibedakan, akan tetapi apabila telah 
menginjak usia dewasa sudah mudah dibedakan. Pada mencit jantan akan didapati 
adanya testis berukuran besar dan tidak tertutup oleh rambut. Sedangkan untuk 
mencit betina akan didapati jarak yang berdekatan antara lubang anus dan lubang 
genitalnya selain itu pada mencit betina memiliki 5 pasang kelenjar susu. Lama 
hidup dari Mus Musculus kurang lebih berkisar satu hingga tiga tahun. Mus 
Musculus memiliki siklus estrus 4-6 hari dengan lama estrus kurang dari satu hari. 
Masa bunting Mus Musculus 19-21 hari dengan sekali beranak 4-13 ekor (Muliani, 
2011). 
 
2.2  Bakteri Asam Laktat (BAL) 
Bakteri asam laktat merupakan bakteri yang dapat memproduksi asam laktat 








diklasifikasikan dalam beberapa spesies berdasarkan cara fermentasi glukosa, 
pertumbuhan pada suhu tertentu, morfologi dan toleransi terhadap asam dan basa 
(Gupta, et al., 2018). Bakteri asam laktat yang sering ditemukan dalam saluran 
pencernaan antara lain bakteri Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, 
Leuconostoc, Pediococcus, Bifidobacterium dan Propionibacterium (Joni dan 
Abrar, 2018). 
Karakteristik dari bakteri asam laktat yaitu bakteri berbentuk batang atau 
kokus, pada pewarnaan Gram bakteri menunjukkan Gram positif ditandai berwarna 
merah, bakteri non motil dan tidak membentuk spora, anaerob, pada uji katalase 
didapatkan hasil negatif sedangkan pada uji oksidase menunjukkan positif dan 
memiliki suhu optimum kurang lebih 40°C.  Sifat khusus bakteri asam laktat antara 
lain bakteri dapat tumbuh dalam kadar garam, gula, alkohol yang tinggi serta dapat 
memfermentasi monosakarida dan disakarida (Kadir, 2016). 
Menurut (Gupta, et al., 2018), bakteri asam laktat dapat di klasifikasikan 
berdasarkan kemampuan nya dalam fermentasi karbohidrat : 
1. Bakteri Homofermentasi: menghasilkan hanya produk asam laktat dalam 
fermentasinya. Dalam fermentasi bakteri ini menghasilkan dua molekul asam 
laktat dari satu molekul glukosa. Contoh nya Lactococcus dan Streptococcus.  
2. Bakteri Heterofermentatif: menghasilkan tidak hanya produk asam laktat tapi 
juga produk yang lain. Dalam fermentasi bakteri ini dapat menghasilkan asam 
laktat, etanol dan karbondioksida dari satu molekul glukosa. Contoh nya 








Bakteri asam laktat memiliki peran dalam saluran pencernaan terutama 
dalam memperbaiki keseimbangan mikroba dalam usus dan menghambat 
pertumbuhan mikroba patogen pada saluran pencernaan. Sehingga bakteri asam 
laktat sering digunakan sebagai probiotik. Manfaat bakteri asam laktat sebagai 
probiotik antara lain menurunkan resiko penyakit, meningkatkan mikroba 
menguntungkan di usus, mengatur respon imun, mengurangi sekresi toksin dari 
agen patogen, dan menghambat agen patogen untuk berkembang di usus. Bakteri 
asam laktat dalam respon imun bekerja dengan mengikat reseptor spesifik pada 
epitel usus dan menginduksi produksi kemokin, sitokin, sel T regulator, makrofag 
serta merangsang produksi antibodi (Gupta, et al., 2018). 
Bakteri asam laktat dalam cara menghambat agen patogen yaitu dengan 
menempel (adhesi) pada epitel usus dan membentuk koloni. Kemudian 
menghasilkan antimikroba sehingga bakteri patogen akan dihambat dalam 
berkembang biak (Hartono, dkk., 2016). BAL mampu membatasi adhesi dari 
bakteri patogen ke permukaan sel epitel usus dengan memperbanyak musin usus. 
BAL dapat menghasilkan senyawa antimikroba yang akan berinteraksi dengan 
membran sel dari patogen dan menghambat pertumbuhan dengan mengubah sifat 
protein membran, denaturasi protein membran, disfungsi permeabilitas membran, 
dan pengasaman intraselluler (menurunkan pH). Selain itu, bakteri BAL juga 
menghasilkan bakteriosin yaitu toksin protein yang disintesis oleh ribosom untuk 
menghambat pertumbuhan bakteri patogen dengan memberikan pori-pori pada 








(Gupta, et al., 2018). Bakteri asam laktat yang digunakan sebagai probiotik harus 
memiliki kriteria tertentu antara lain bakteri tergolong non-patogen, daya viabilitas 
tinggi, aktif serta tumbuh pada saluran pencernaan, bersifat anaerob, mampu 
melakukan kolonisasi pada dinding saluran pencernaan dan mampu menghambat 
maupun membunuh bakteri patogen (Joni dan Abrar, 2018).  
 
2.3 Probiotik 
Probiotik diartikan sebagai substansi yang dihasilkan oleh satu atau lebih 
mikroba yang berfungsi untuk menstimulasi pertumbuhan mikroba lain. Dengan 
kata lain, probiotik merupakan suplemen makanan yang berupa mikroba baik yang 
hidup dan memiliki keuntungan bagi inang yang mengkonsumsi melalui 
keseimbangan dari mikrobia intestin. Probiotik yang sering digunakan umumnya 
dari genus Lactobacillus dan Bifidobacterium yang merupakan bakteri penghasil 
asam laktat dan microflora dalam saluran pencernaan. Bakteri Lactobacillus 
memiliki kemampuan dalam menghambat bakteri patogen Shigella, Salmonella, 
Staphylococcus, Vibrio dan Listeria. Hal ini terkait kemampuan nya dalam 
memproduksi antimikroba bakteriosin yang memiliki spektrum luas terhadap 
bakteri Gram positif maupun negatif (Sunaryanto, dkk., 2014). 
Probiotik berdasarkan dari kandungan nya terbagi atas probiotik single 
strain dan multi strain. Probiotik single strain merupakan probiotik yang terdiri atas 
1 strain bakteri asam laktat yang memiliki efektivitas terhadap bakteri patogen 








dua atau lebih kombinasi strain bakteri asam laktat yang memiliki efektivitas dan 
mampu bekerja secara bersamaan dalam menghambat bakteri patogen dalam tubuh 
(Widianingsih, 2018). 
Probiotik memiliki berbagai manfaat dalam saluran pencernaan antara lain 
berperan sebagai penyeimbang mikroflora dalam usus. Mekanisme probiotik di 
dalam mikroflora saluran pencernaan yaitu melalui kompetisi nutrisi, kompetisi 
penempelan dalam sel epitel, stimulasi imunitas dan produksi antimikroba 
(Sunaryanto, dkk., 2014). Probiotik juga bermanfaat dalam membatasi 
pertumbuhan bakteri patogen serta sebagai pertahanan dari imunitas spesifik. 
Probiotik mampu untuk peningkatan produksi makrofag dan aktivasi fagosit untuk 
menyingkirkan agen toksik yang masuk ke dalam tubuh. Lactobacillus dan 
Bifidobacterium dinilai mampu dalam memodifikasi reaksi alergi dan inflamasi 
(Widiyaningsih, 2011) . 
Prinsip kerja dari probiotik antara lain dengan menggunakan kemampuan 
bakteri probiotik dalam menguraikan rantai panjang karbohidrat, protein dan lemak. 
Hal ini dikarenakan bakteri memiliki enzim khusus untuk memecah ikatan. 
Pemecahan molekul kompleks menjadi molekul yang sederhana akan 
mempermudah penyerapan dalam saluran pencernaan. Disisi lain bakteri probiotik 
akan mendapatkan energi dari hasil perombakan tersebut (Widiyaningsih, 2011). 
Bakteri yang dapat digunakan sebagai probiotik harus memenuhi syarat 
antara lain harus memiliki resistensi terhadap asam dan empedu sehingga dapat 








mampu menekan pertumbuhan bakteri patogen, tumbuh baik secara invitro dan 
memiliki stabilitas dan viabilitas yang tinggi serta aman (Sunaryanto, dkk., 2014). 
Uji potensi probiotik dapat dilakukan berdasarkan resistensi terhadap cairan 
lambung, toleransi garam empedu dalam berbagai konsentrasi, adhesi dalam epitel 
usus, kemampuan bertahan hidup dan berinteraksi dengan bakteri lain di saluran 
pencernaan (Wijayanti dan Ardyati, 2007). 
Probiotik dalam berbagai penelitian dinilai mampu bekerja mengurangi 
jumlah persentase dari kerusakan vili duodenum, jejenum, ileum yang dipapar 
bakteri patogen. Probiotik juga mampu mempertahankan mukosa usus sel inang 
dikarenakan kemampuan nya yang sangat baik dalam menempel pada sel epitel dan 
mukosa usus sehingga mampu dalam menghambat adhesi dari bakteri patogen 
(Wresdiyati, dkk., 2013). Menurut Wijayanti dan Ardyati (2007), Pemberian 
probiotik dapat meningkatkan jumlah, panjang dan lebar vili usus dikarenakan 
invasi dari bakteri probiotik ke dalam vili melalui brush border sehingga akan 
mempengaruhi dari morfologi vili usus. Penambahan jumlah, panjang dan lebar vili 
dinilai mampu memperluas daerah absorbsi makanan sehingga akan mempengaruhi 
peningkatan efisiensi usus dalam mencerna makanan.  
 
2.4  Salmonella sp. 
2.4.1  Klasifikasi 
Menurut MacKenzie, et al. (2017), klasifikasi dari Salmonella antara lain 








Kingdom : Bacteria 
Filum   : Proteobakteria 
Class   : Gammaproteobakteria 
Ordo   : Enterobakteriales 
Family  : Enterobakteriaceae 
Genus   : Salmonella 
Spesies  : Salmonella enteritica, Salmonella bongori 
2.4.2  Morfologi dan Karakteristik 
Salmonella sp. merupakan bakteri berbentuk batang dengan ukuran nya 
sedang berkisar 0,7-1,5×2,0 - 5,0 µm (Gambar 2.2). Salmonella sp. tidak mudah 
asam, tidak berspora dan memiliki kapsul. Sel mudah diwarnai dengan pewarnaan 
umum seperti metilen blue, kristal violet. Bakteri ini anaerob fakultatif, dapat 
tumbuh baik pada kondisi anaerob dan anaerob. Salmonella sp. menggunakan 
flagella untuk pergerakan nya kecuali S. pullorum dan S. gallinarum. Beberapa dari 
Salmonella sp. memiliki fimbrae. Bakteri ini memiliki tiga struktur antigen utama 
yakni antigen somatik (O), antigen flagella (H) dan antigen kapsul (Vi). Salmonella 
sp. diselubungi oleh struktur lipopolisakarida kompleks (LPS) yang berfungsi 
sebagai endotoksin dan penting dalam menentukan virulensi organisme. 
Endotoksin berperan sebagai pemicu demam, pembekuan darah, menekan fungsi 
miokard dan mengubah fungsi dari limfosit (Rahman, dkk., 2018). 
Suhu optimum untuk pertumbuhan Salmonella sp. adalah 37°C akan tetapi 








dalam waktu 10 menit. Bakteri ini mampu tumbuh dalam pH berkisar 4-9 dengan 
pH optimum nya 7. Karakteristik lain yaitu flagella dan fimbrae tidak dapat 
diekspresikan dalam pH yang ekstrim. Salmonella sp. dapat mentolerir NaCl 8% 
(Rahman, dkk., 2018).  
 
Gambar 2.2 Morfologi Salmonella sp. (Rahman, dkk., 2018). 
 
Pada pewarnaan Gram akan didapati Salmonella sp. berbentuk basil dan 
berwarna merah muda (Gambar 2.3). Warna merah muda dikarenakan bakteri 
merupakan bakteri Gram negatif yang memiliki lapisan peptidoglikan yang tipis 
sehingga apabila dilakukan pewarnaan saat dimasukkan ke dalam alkohol akan 
melepaskan zat warna kristal violet kemudian hanya terwarnai oleh zat warna 
safranin (Sari, dkk., 2018). 
 









2.5 Total Plate Count (TPC) 
Total plate count merupakan metode yang dapat digunakan untuk 
menumbuhkan sel mikroba hidup dalam media sehingga sel tersebut dapat hidup 
dengan baik dan membentuk koloni yang dapat diamati secara langsung 
menggunakan mata. Koloni bakteri yang tumbuh dapat dihitung menggunakan 
hand counter atau colony counter. Perhitungan koloni bakteri dilakukan dengan 
membagi cawan petri menjadi empat bagian pada bagian cover petri menggunakan 
spidol tidak permanen agar untuk memudahkan dalam perhitungan koloni. Cawan 
petri yang dihitung merupakan cawan petri dengan total jumlah koloni 25-250 
koloni bakteri. Metode Total Plate Count ini bertujuan untuk menunjukkan total 
jumlah bakteri yang terdapat dalam satu sampel (Tyas, dkk., 2018).  
Metode TPC dapat dilakukan dengan menggunakan dua cara yaitu dengan 
metode pour plate atau tuang dan metode spread plate atau permukaan. Pada 
metode pour plate dilakukan menggunakan sampel 1 ml atau 0,1 ml dari 
pengenceran kemudian dimasukkan dalam cawan petri kemudian ditambahkan 
dengan agar cair steril kurang lebih 15-20 ml dan digoyangkan angka delapan agar 
sampel dan media dapat homogen. Pada metode spread plate terlebih dahulu agar 
cawan dibuat kemudian diambil sampel 0,1 ml dari pengenceran di pipet kemudian 
diteteskan dalam agar kemudian diratakan menggunakan ose steril (Wati, 2018). 
Menurut Joni dan Abrar (2018), perhitungan total jumlah bakteri asam laktat 
dapat menggunakan metode TPC. Metode TPC dilakukan dengan cara pour plate 








dihitung jumlah koloni pada setiap pengenceran menggunakan colony counter. 
Satuan dalam perhitungan jumlah bakteri menggunakan satuan  cfu/ml. Perhitungan 
total bakteri asam laktat yang tumbuh dilakukan dengan mengalikan jumlah koloni 
dengan satu per faktor pengenceran yang dipakai. Sehingga akan didapatkan total 
jumlah bakteri per ml. 





2.6 Morfologi Anatomi dan Histologi Intestinum Mencit 
2.6.1 Anatomi Intestinum Mencit 
a. Intestinum tenue 
Intestinum tenue dimulai dari spincter pilorus sampai berlanjut ke distal dari 
ileocecal. Intestinum tenue tikus berukuran sekitar 35 cm dan berfungsi untuk 
penyerapan nutrisi. Intestinum tenue terbagi atas tiga bagian yaitu duodenum, 
jejunum, dan ileum (Treuting, et al., 2018). Duodenum merupakan daerah paling 
proksimal dan sangat pendek pada mencit. Duodenum dapat dibagi menjadi bagian 
cranial (lanjutan dari pilorus lambung), bagian descending terletak di sisi kanan 
abdomen, bagian transversal (bagian paling caudal dari duodenum) dan bagian 
ascending yang terhubung dengan jejunum di fleksur duodenojejunal. Pada 
jejunum memiliki beberapa lekukan, sedangkan ileum merupakan bagian usus yang 










Gambar 2.4 Anatomi intestinum tenue mencit (Treuting, et al., 2018). 
 
b. Intestinum crasum 
Intestinum crasum tikus berukuran sekitar 10 cm dan terdiri dari sekum, 
kolon dan rektum (Gambar 2.5). Fungsi utama intestinum crasum adalah menyerap 
air dan elektrolit untuk pembentukan feses. Mukosa intestinum crasum mirip 
dengan intestinum tenue meskipun tidak ada vili yang ditemukan dan kelenjar usus 
terletak sangat jauh di dalam mukosa. Ciri dari mukosa intestinum crasum memiliki 
sedikit sel enteroendokrin dan tidak ditemukan sel paneth (Ruberte, et al., 2017). 
Sekum mencit memiliki panjang sekitar 3-4 cm, bentuk sekum melebar 
kemudian menyempit. Sekum pada mencit tidak memiliki usus buntu. Sekum 
mencit terletak di sisi kiri abdomen, posisi nya bergantung pada isi dari sekum. 
Kolon dibagi menjadi kolon ascenden yang relatif panjang dan terletak di sebelah 








di abdomen kiri dan berlanjut ke rektum. Pada kolon transversal ujung diameternya 
berkurang dan tunika muskularis nya menebal (Ruberte, et al., 2017).  
 
Gambar 2.5 Anatomi intestinum crasum mencit (Treuting, et al., 2018). 
 
Rektum merupakan bagian terakhir dari intestinum crasum dan terletak di 
dalam rongga pelvic. Struktur dindingnya mirip dengan kolon descendens, tetapi 
dengan tunika muskularis yang lebih berkembang. Di saluran anus yang terbuka, 
epitel usus menjadi epitel bertingkat skuamosa. Tunika muskularis externa inner 
circular di saluran anus menebal untuk membentuk sphicnter anal interna. Anus 
juga dikelilingi oleh sphincter eksternal yang terdiri dari otot lurik dan berada di 
bawah kendali (Treuting, et al., 2018). 
2.6.2 Histologi Intestinum Mencit 
Lapisan intestinum mencit dari dalam ke luar antara lain mukosa, 








epitel kolumnar sederhana dan lamina propia yang akan membentuk vili usus. Vili 
berperan dalam meningkatkan permukaan absorsi di usus. Pada dasar vili terdapat 
kelenjar usus (crypts of Liberkuhn). Kelenjar usus terdiri atas sel paneth, sel 
enteroendokrin yang menghasilkan hormon endokrin dan parakrin, sel M dan sel 
induk yang mampu meregenerasi jenis sel lain. Sel Paneth terletak di bagian bawah 
kelenjar usus merupakan sel eksokrin dengan sitoplasma eosinofilik dan butiran 
basofilik yang mengandung lisozim berfungsi dalam mencerna dinding sel bakteri 
tertentu sehingga sel paneth memainkan peran utama dalam pengendalian flora 
usus. Sel goblet tersebar diantara sel sel kolumnar yang berfungsi untuk melumasi 
dan melindungi epitel usus (Ruberte, et al., 2017). 
a. Intestinum tenue 
Lapisan mukosa intestinum tenue terdiri atas vili yang relatif tinggi dan 
secara umum panjang vili menurun dari duodenum ke ileum. Lapisan submukosa 
intestinum tenue relatif tipis mengandung pembuluh darah besar dan pembuluh 
limfatik. Pada submukosa duodenum di area pilorus terdapat kelenjar duodenum 
(kelenjar tubuloacinar Brünner) berfungsi untuk menghasilkan sekresi seromukus. 
Lapisan muskularis intestinum tenue terdiri dari inner circular dan outer circular 
muskularis dengan lapisan otot polos yang tebal dan dalam. Terakhir lapisan terluar 
dari dinding intestinum tenue adalah tunika serosa yang merupakan lamina 
visceralis dari peritoneum (Ruberte, et al., 2017). 
Duodenum mencit dapat diidentifikasi dengan vili yang tinggi dan mirip 








pendek, silindris dan sel paneth menonjol. Pada duodenum terletak kurang lebih 
0,5–1 cm dari pilorus, jejunum berada di titik tengah intestinum tenue daerah antara 
pilorus dan ileocecal, dan ileum pada 0,5-1 cm proksimal dari daerah ileocecal. 
Tinggi vili pada hewan pengerat akan meningkat dengan diet pakan tertentu, 










Gambar 2.6 Struktur lapisan intestinum tenue. Keterangan : (A) Perbesaran 
mikroskop 25×, (B) Perbesaran mikroskop 62.5×, (1) artefak (2) 
kelenjar brunner, (3) kelenjar usus (crypts of liberkuhn), (4) Ductus 
(5) sel goblet, (6) lapisan muskularis, (7) lapisan mukosa, (9) lapisan 

















Gambar 2.7 Histologi intestinum tenue rodentia perbesaran lensa objektif  
(perbesaran 40×). Keterangan: (A) duodenum, (B) jejenum, (C) 











b. Intestinum crasum 
Lapisan mukosa intestinum crasum mencit terdiri dari kelenjar tubular, yang 
dikenal sebagai crypts of Lieberkühn. Mukosa intestinum tenue memiliki banyak 
sel mukosa caliciformis yang membantu melumasi dan memadatkan feses. Lamina 
propria pada intestinum crasum mengandung pembuluh kapiler, limfatik, limfosit 
dan sel plasma. Lapisan tunika muskularis pada mencit tipis dan terdiri atas lapisan 
inner circular dan outer longitudinal. Ketebalan lapisan muskularis meningkat 
secara progresif di kolon distal. Lapisan submukosa pada mencit sangat tipis. Vili 
dan sel paneth tidak ditemukan di intestinum crasum mencit. Sel goblet banyak 
ditemukan di sepanjang kolon proksimal dengan menunjukkan penurunan jumlah 
yang relatif pada dasar kripta kolon distal dan rektum. Kripta intestinum crasum 
lebih panjang bila dibandingkan intestinum tenue (Treuting, et al., 2018).  
Hewan rodentia pada rektum ditandai dengan ukuran yang pendek, terdapat 
lipatan mukosa transversal, kripta lurus, lapisan mukosa dan lapisan muskularis 
tipis dibandingkan bagian lain di intestinum crasum. Pada kolon bagian proksimal 
terdapat lipatan mukosa transversal, bagian tengah mukosa datar dan bagian distal 
lipatan mukosa longitudinal. Rektum mencit sangat pendek kurang lebih 5 mm, 
bentuk melengkung mengikuti bentuk sakrum dan tulang ekor kemudian berakhir 












Gambar 2.8 Histologi dan struktur lapisan sekum rodentia. Keterangan: (A) Cecal 
apex sekum perbesaran lensa objektif  40×, (B) Struktur lapisan sekum 
perbesaran lensa objektif 400×, (1) tunika mukosa, (2) kelenjar usus 
(crypts of liberkuhn), (3) epitel columnar sel, (4) sel goblet, (5) lamina 
propia, (6) tunika muskularis mukosa dan tela submukosa, (8) tunika 
muskularis inner circular, (9) tunika muskularis outer longitudinal, 
(10) tunika serosa, (11) peyer patch (Ruberte, et al., 2017). 
 
 
Gambar 2.9 Histologi dan struktur lapisan rektum rodentia perbesaran lensa 
objektif  40×. Keterangan: (1) tunika mukosa, (2) kelenjar usus 
(crypts of liberkuhn), (3) sel goblet, (4) epitel columnar sel, (5) 
lamina propia, (6) Lamina muskularis mukosa, (7) Tela submucosa, 
(9) tunika muskularis inner circular, (10) Tunika muskularis outer 













Gambar 2.10 Histologi dan struktur lapisan kolon rodentia. Keterangan: (A) 
ascending, (B) descending perbesaran lensa objektif  40× (C) struktur 
lapisan kolon perbesaran lensa objektif  200×, (1) tunika mukosa, (2) 
kelenjar usus (crypts of liberkuhn), (3) sel goblet, (4) epitel columnar 
sel, (5) lamina propia, (7) submukosa vascular plexus, (8) tunika 
muskularis outer longitudinal, (9) tunika muskularis inner circular, 
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Salmonella sp. masuk ke dalam usus berperan sebagai agen patogen pada 
usus karena kemampuan nya dalam merusak mukosa usus. Salmonella sp.masuk ke 
dalam usus menempel (adhesi) pada mukosa usus diperantarai oleh fimbrae dan 
afimbrial adhesin (outer membrane protein). Kemudian Salmonella sp.akan invasi 
dan menghancurkan sel M menuju ke lamina propia. Salmonella sp. dalam mukosa 
usus akan berkolonisasi, bermultiplikasi dan mengeluarkan endotoksin berupa 
lipopolisakarida (LPS) yang memicu adanya respon imun untuk  merangsang 
sitokin pro-inflamasi (IL-6, IL1-β, IFN-γ, TNF-α), kemudian mengundang 
makrofag serta sel PMN untuk memfagositosis Salmonella sp. (Castillo, et al., 
2011). Respon inflamasi yang terjadi akan mengakibatkan nekrosis sel dan ruptur 
pada vili usus sehingga pada gambaran histomorfometri usus akan didapati adanya 
kerusakan pada vili usus dengan ditandai penurunan panjang vili dan lebar vili usus. 
Peningkatan jarak antar vili usus diakibatkan deskuamasi sel epitel usus akibat 
infiltrasi dari sel radang (Wresdiyati, dkk., 2013). 
Probiotik EM4™ yang berisi bakteri Lactobacillus casei dan 
Rhodopseudomonas palustris serta ragi Saccharomyces cerevisiae diberikan secara 
peroral selama 7 hari dimulai dari hari ke 8-14 hari, setelah dilakukan masa 
aklitimasi 7 hari. Bakteri probiotik yang memiliki peran baik pada usus antara lain 
adalah bakteri asam laktat (BAL) seperti Lactobacillus casei. Pemberian probiotik 
telah dibuktikan mampu untuk memperbaiki struktur usus dengan meningkatkan 
jumlah bakteri asam laktat di usus. Peningkatan jumlah bakteri asam laktat di usus 








melalui brush border dan peningkatan asam lemak rantai pendek yang mampu 
menstimulasi proliferasi sel epitel usus sehingga akan meningkatkan panjang vili 
dan lebar vili usus. Adanya peningkatan panjang dan lebar vili akan memperluas 
daerah absorbsi makanan dan nutrisi, sehingga akan meningkatkan kinerja usus 
dalam mencerna makanan. Jarak antar vili usus juga akan berpengaruh terhadap 
pemberian probiotik asam laktat, pemberian probiotik dinilai dapat memperkecil 
jarak vili usus karena mampu meningkatkan jumlah vili usus dan menurunkan 
deskuamasi sel epitel usus (Matur and Eraslan, 2012). Probiotik dalam usus juga 
memiliki peran dalam stimulasi imunitas dan produksi antimikroba. Stimulasi 
imunitas dengan mempertahankan sitokin pro-inflamasi IFN-γ dan TNF-α yang 
berperan dalam meningkatkan produksi makrofag, aktivasi fagositosis dan 
kolonisasi Salmonella sp. Sehingga pemberian probiotik sebagai agen preventif 
memiliki peran dalam menjaga respon imun untuk mempertahankan mekanisme 
perlindungan terhadap bakteri patogen Salmonella sp. (Castillo, et al., 2011). 
Penelitian ini diberikan perlakuan pemberian probiotik dan ditantang oleh 
Salmonella sp. pada mencit yang diharapkan mampu dalam mengurangi kerusakan 
usus akibat dari bakteri patogen tersebut, karena kemampuan probiotik dalam 
adhesi pada mukosa usus untuk menghambat bakteri patogen dalam melakukan 
adhesi, kolonisasi dan multiplikasi (Ersawati, dkk., 2018). Probiotik juga berperan 
dalam memperbaiki struktur usus yang diakibatkan oleh Salmonella sp. karena 









3.2  Hipotesis 
Berdasarkan dari rumusan permasalahan, hipotesis dari penelitian ini adalah 
sebagai berikut : 
1. Pemberian probiotik dan ditantang Salmonella sp. akan meningkatkan 
jumlah bakteri asam laktat (BAL) jejenum mencit. 
2. Pemberian probiotik dan ditantang Salmonella sp. pada gambaran 
histomorfometri jejenum mencit akan meningkatkan panjang vili, lebar vili  



















BAB IV METODOLOGI PENELITIAN 
 
4.1  Tempat dan Waktu Penelitian 
Penelitian ini dilakukan pada bulan Agustus – September 2020. Pemberian 
probiotik dan Salmonella sp. pada mencit, perhitungan Total Plate Count (TPC) 
dan pembacaan preparat histologi dilakukan di Laboratorium Mikrobiologi 
Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Brawijaya. Nekropsi mencit, pengambilan 
sampel organ dan pembuatan preparat (trimming, dehidrasi, clearing, parafinisasi, 
embedding, pewarnaan HE) dilakukan di Laboratorium Patologi Anatomi dan 
Histologi Fakultas Kedokteran Hewan Universitas Brawijaya.  
 
4.2  Alat dan Bahan 
4.2.1  Alat Penelitian 
Alat untuk pemeliharaan mencit terdiri atas kandang dengan ukuran 40x30 
cm untuk 4 kelompok perlakuan, tutup kandang terdiri dari anyaman kawat, tempat 
pakan dan minum dengan bahan plastik dan sekam. Alat pemberian perlakuan pada 
mencit terdiri atas tabung reaksi, sonde lambung, spuit 1 ml, timbangan digital, 
object glass, mikroskop, ose, masker, glove. Alat untuk nekropsi mencit terdiri atas 
scalpel, blade, gunting, pinset, pot organ, masker, glove dan papan nekropsi. Alat 
untuk inokulasi Bakteri Asam Laktat terdiri atas tabung reaksi, rak tabung, cawan 
petri, bunsen, yellow tip, mikropipet, vortex, inkubator. Alat untuk pembuatan 








waterbath, object glass, cover glass. Alat untuk pembacaan dan pengarsipan 
preparat histopatologi terdiri atas sampel histopatologi, mikroskop, optik lab, dan 
computer. 
4.2.2 Bahan Penelitian 
Bahan penelitian ini untuk perlakuan mencit terdiri atas Mencit jantan (Mus 
Musculus) umur 4-6 minggu dengan berat badan 18-30 gram, biakan bakteri 
Salmonella sp, probiotik EM4™, Nutrient Broth, dan PBS steril. Bahan yang 
digunakan untuk nekropsi mencit terdiri atas formalin dan alkohol. Bahan untuk 
inokulasi bakteri asam laktat terdiri atas media MRS Broth, media MRSA, PBS 
steril, CaCO3. Bahan untuk pembuatan histopatologi terdiri atas Etanol bertingkat 
70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 100%, Xylol absolut I, Xylol absolut II, Xylol absolut 
III, Parafin I, Parafin II, Parafin III, hematoxylin, alkohol asam, aquades, eosin, 
entellan. 
 
4.3 Hewan Coba 
Hewan coba pada penelitian ini adalah mencit (Mus Musculus) jantan 
dengan umur 4-6 minggu dan berat badan 18-30 gram. Mencit diperoleh dari 
Fakultas Kedokteran Universitas Muhammadiyah Malang yang telah memenuhi 
syarat sebagai hewan coba untuk penelitian. Hewan coba yang digunakan pada 
penelitian ini ditentukan jumlahnya perkelompok menggunakan rumus Federer 
yaitu sebagai berikut : 








(4-1) (n-1) ≥ 15 
   3n – 1    ≥ 15 
     3n        ≥ 15 
       n        ≥ 5 
Keterangan :  
t = jumlah kelompok perlakuan 
n = jumlah ulangan yang diperlukan 
 Berdasarkan dari perhitungan pengulangan sampel didapatkan jumlah 
minimal pengulangan sampel yaitu 5 untuk setiap perlakuan. Pada penelitian ini 
terdapat 4 kelompok perlakuan, sehingga dibutuhkan sebanyak 20 ekor mencit. 
 
4.4  Rancangan Penelitian 
Rancangan penelitian ini menggunakan Rancangan Acak Lengkap (RAL) 
yaitu penerapan perlakuan dilakukan secara acak kepada seluruh kelompok 
percobaan. Pada penelitian ini rancangan acak lengkap dipakai karena hewan coba 
yang digunakan bersifat homogen sehingga memiliki peluang yang sama untuk 
memperoleh perlakuan, cara pemberian perlakuan pada setiap kelompok sama dan 
faktor luar dari percobaan dapat dikontrol. Rancangan penelitian dapat diamati 
dalam Tabel 4.1. 
 
4.5  Variabel Penelitian 








Variabel bebas : Pemberian probiotik EM4™ dan Salmonella sp. 
Variabel terikat : Jumlah bakteri asam laktat dan gambaran histomorfometri  
jejenum (panjang vili, lebar vili dan jarak antar vili). 
Variabel kontrol : Lingkungan, pakan, minum, homogenitas mencit meliputi 
berat badan, jenis kelamin, umur, galur strain. 
 
Tabel 4.1 Rancangan penelitian 
Kelompok Keterangan 
Kontrol Negatif Mencit tidak diberikan perlakuan pemberian probiotik 
EM4™ dan Salmonella sp.  
Perlakuan 1 Mencit diberikan perlakuan pemberian probiotik EM4™ 
dan Salmonella sp. Pemberian probiotik dilakukan 
setelah aklimatisasi, selama 7 hari pada hari ke-8 sampai 
hari ke-14 sebanyak 0,5 ml/hari. Kemudian diberikan 
Salmonella sp. pada hari ke 15-21 selama 7 hari dengan 
dosis 1,5 x 108 CFU/ ml (standard McFarland 0,5) 
sebanyak 0,5 ml/ hari. Mencit kemudian dinekropsi pada 
hari ke-25. 
Perlakuan 2 Mencit diberikan perlakuan pemberian probiotik EM4™. 
Pemberian probiotik dilakukan setelah aklimatisasi, 
selama 7 hari pada hari ke-8 sampai hari ke-14 sebanyak 
0,5 ml/hari. Mencit kemudian dinekropsi pada hari ke-18. 
Perlakuan 3 Mencit diberikan perlakuan dengan pemberian 
Salmonella sp. Pemberian Salmonella sp. dilakukan 
setelah aklimatisasi, selama 7 hari pada hari ke-8 sampai 
hari ke-14 dengan dosis 1.5 x 108 CFU/ml (standart 
McFarland 0,5) diberikan sebanyak 0,5 ml/hari. Mencit 











4.6 Tahapan Penelitian 
4.6.1 Persiapan Hewan Coba 
Persiapan hewan coba yang pertama meliputi adaptasi atau masa aklitimasi 
pada mencit yang bertujuan untuk meminimalisir stress. Mencit diadaptasikan 
selama tujuh hari sebelum dilakukan perlakuan. Pemberian pakan sebanyak 10% 
dari berat badan perhari, sehingga pemberian untuk satu ekor mencit per hari yaitu 
3-5 gram (Nugroho, 2018). Sedangkan untuk konsumsi minum mencit diberikan 
secara ad libitum. Kemudian mencit dibagi 4 kelompok secara acak dengan setiap 
perlakuan terdiri dari 5 ekor mencit. Mencit ditempatkan dalam kandang plastik 
berukuran 30x40 cm beralaskan sekam kayu dan ditutup menggunakan kawat.  
4.6.2  Pembuatan Suspensi Probiotik 
Probiotik yang digunakan dalam penelitian ini yaitu probiotik EM4™. 
Probiotik EM4™ mengandung bakteri Lactobacillus casei dan Rhodopseudomonas 
palustris serta ragi Saccharomyces cerevisiae. Pembuatan suspensi larutan 
probiotik EM4™ dilakukan dengan mencampurkan EM4™ dan aquades 
menggunakan perbandingan 1 : 1000. Pemberian probiotik dilakukan setelah masa 
aklitimasi mencit selama 7 hari (Wiryawan dan Sriasih, 2012). 
4.6.3  Pembuatan Suspensi Salmonella 
Pembuatan suspensi dari Salmonella sp. dilakukan dengan pertama diambil 
1 strik bakteri Salmonella sp pada kultur bakteri selektif Bismuth Sulfite Agar 
(BSA). Biasanya dapat diamati koloni Salmonella sp. berwarna coklat, abu abu, 








Nutrient Broth 3 ml dan diinkubasikan dengan suhu 37°C selama 24 jam. 
Selanjutnya dilakukan pewarnaan Gram untuk mengamati Gram Salmonella sp. 
Apabila didapati Gram dan morfologi merupakan karakteristik dari Salmonella sp. 
dapat dilanjutkan pembuatan suspensi Salmonella sp. Suspensi diencerkan dengan 
aquades steril dan dihomogenkan hingga kekeruhan nya sama dengan standart 
kekeruhan McFarland 0,5 (1,5 x 108 CFU/ml) (Aristyawan, dkk., 2018). 
Isolat Salmonella sp. dilakukan pewarnaan Gram untuk mengetahui Gram 
dari Salmonella sp. Pewarnaan Gram dilakukan dengan mengambil satu koloni 
bakteri pada media Bismuth Sulfite Agar (BSA) menggunakan ose pada gelas objek. 
Kemudian dilakukan fiksasi menggunakan bunsen. Setelah difiksasi, preparat 
kemudian diwarnai dengan urutan pewarnaan kristal violet selama 2 menit, 
penetesan lugol selama 1 menit, penetesan alkohol 95% selama 1 menit dan 
pewarnaan safranin selama 2 menit, dimana masing masing urutan pewarnaan 
dibilas dengan aquades. Apabila preparat telah kering, dapat diamati menggunakan 
mikroskop dengan perbesaran 1000x dengan bantuan minyak emersi (Dewi, 2013). 
Pada pewarnaan Gram Salmonella sp. akan didapatkan bakteri berwarna merah dan 
berbentuk basil. Salmonella sp. terwarnai merah dikarenakan Salmonella sp. 
tergolong ke dalam bakteri Gram negatif sehingga saat pewarnaan Gram, lipid pada 
dinding sel akan luruh apabila diteteskan alkohol dan akan melepaskan warna 










4.6.4  Perlakuan 
Perlakuan pemberian probiotik dan Salmonella sp. dilakukan pada 
kelompok 1. Probiotik dan Salmonella sp. diberikan melalui sonde atau oral gavage 
yaitu jarum dengan ujung tumpul yang digunakan untuk menginduksi bakteri 
langsung ke dalam lambung. Pemberian probiotik dilakukan setelah aklimatisasi, 
selama 7 hari pada hari ke-8 sampai hari ke-14 sebanyak 0,5 ml/hari. Kemudian 
diberikan Salmonella sp. pada hari ke-15 sampai hari ke-21 selama 7 hari dengan 
dosis 1,5 x 108 CFU/ml menggunakan standard McFarland 0,5 sebanyak 0,5 
ml/hari. Mencit kemudian dinekropsi pada hari ke-25 (Mulaw, et al., 2020).  
Perlakuan pemberian probiotik dilakukan pada kelompok 2. Cara 
pemberian Probiotik EM4™ melalui peroral menggunakan sonde lambung. 
Probiotik diberikan setelah masa aklitimasi selama 7 hari penuh pada hari ke-8 
sampai hari ke-14. Volume untuk pemberian probiotik EM4™ pada mencit yakni 
0,5 ml/ekor/ hari diberikan sebelum makan. Kemudian mencit dinekropsi pada hari 
ke-18 (Kusuma, dkk., 2012). 
Perlakuan pemberian Salmonella sp. dilakukan pada kelompok 3. 
Salmonella sp. diberikan melalui sonde lambung setelah masa aklitimasi selama 7 
hari penuh pada hari ke-8 sampai hari ke-14. Salmonella sp. diberikan dengan dosis 
1,5 x 108 CFU/ml (standard McFarland 0,5) sebanyak 0,5 ml/hari. Kemudian 










4.6.5  Nekropsi Mencit 
Nekropsi pada mencit pertama-tama dilakukan dengan euthanasia terlebih 
dahulu menggunakan teknik cervical dislocation, teknik ini dipilih dikarenakan 
mencit memiliki berat badan kurang lebih 18-30 gram. Menurut Siregar (2017), 
teknik euthanasia cervical dislocation dilakukan untuk bobot hewan <125 gram. 
Teknik cervical dislocation dilakukan dengan menggenggam tengkorak 
menggunakan satu tangan dan tangan lain di dasar leher kemudian ditarik dengan 
cepat kearah berlawanan. Nekropsi pada mencit yang diberikan perlakuan 
dilakukan setelah 4 hari pemberian Salmonella sp. untuk menunggu reaksi dari 
Salmonella sp. pada usus (Ferreira, et al., 2011). Nekropsi dilakukan dengan insisi 
disepanjang linea alba, kemudian kulit di preparir ke samping. Rongga abdomen 
dibuka dengan cara menggunting linea alba dari os pubis hingga processus 
xiphoideus. Setelah bagian abdomen telah terekspos dapat diamati organ-organ 
abdomen. Kemudian dilakukan pengambilan sampel, pada penelitian ini sampel 
yang diambil adalah jejenum. Sampel yang telah diambil dimasukkan ke dalam pot 
organ yang berisi formalin 10% (Siregar, 2017). 
4.6.6  Perhitungan Jumlah Bakteri Asam Laktat  
A.  Isolasi Bakteri Asam Laktat 
Isolasi bakteri asam laktat dilakukan dengan teknik pengenceran bertingkat. 
Sampel jejenum sebanyak 1 gram yang telah ditimbang kemudian dilarutkan ke 
dalam MRS broth. Volume MRS broth sesuai dengan banyaknya volume MRS 








Kemudian media MRS broth yang telah dimasukkan sampel jejenum di 
homogenkan (Pundir, 2013). Setelah sampel telah homogen, dapat dilakukan 
pengenceran bertingkat. Teknik pengenceran yang digunakan untuk bakteri asam 
laktat yaitu pengenceran bertingkat 101 -108 dengan sampel pengenceran yang 
diambil yaitu 105, 106, 107, 108. Pengenceran dilakukan dengan menggunakan 
mikropipet diambil sebanyak 1 ml sampel dalam MRS broth secara aseptis 
dimasukkan ke dalam 9 ml PBS steril (0,1%) dan dihomogenkan. Selanjutnya 
diambil 1 ml dari keempat seri pengenceran terakhir dan dikulturkan pada MRS-
Agar tersuplementasi CaCO3 1% dengan metode spread plate. Kemudian media 
diinkubasikan pada suhu 37°C selama 48 jam menggunakan anaerobic jar. Setelah 
didapati adanya pertumbuhan koloni, kemudian dihitung jumlah koloninya 
menggunakan metode Total Plate Count (TPC) (Amaliah, dkk., 2018). 
B.  Karakterisasi Bakteri Asam Laktat 
Identifikasi Gram dan pengamatan morfologi secara mikroskopik bakteri 
asam laktat (BAL) dilakukan dengan pewarnaan Gram. Diambil 1-2 koloni 
menggunakan ose, kemudian diletakkan pada object glass dan difiksasi 
menggunakan bunsen. Diteteskan 2-3 tetes pewarnaan kristal violet selama 1-3 
menit dan dibilas dengan aquades steril. Selanjutnya diteteskan lugol selama 1 
menit dan dibilas dengan aquades. Setelah itu dapat diteteskan alkohol 96% (etanol) 
selama 1 menit, dibilas dengan aquades steril. Diteteskan 2-3 tetes safranin 1-2 
menit, dibilas dengan aquades dan dikeringkan dengan diangin anginkan atau 








Lactobacillus casei akan didapati Gram positif, bakteri berwarna ungu karena 
menyerap zat warna kristal violet dan berbentuk basil (Putri, 2018). 
Identifikasi bakteri mampu menghasilkan enzim katalase maupun tidak 
dapat dilakukan uji katalase. Isolat bakteri diambil menggunakan ose, difiksasi pada 
object glass kemudian diteteskan 1-3 tetes H2O2 3%. Reaksi positif ditandai dengan 
terbentuknya gelembung dan reaksi negatif ditandai dengan tidak terbentuk nya 
gelembung karena tidak memiliki enzim katalase. Pada bakteri asam laktat akan 
didapati uji katalase negatif. Akan tetapi pada beberapa spesies seperti 
Lactobacillus, Leuconostoc, Streptococcus, dan Pediococcus dapat ditemui uji 
katalase positif (Putri, 2018). 
C.  Perhitungan Jumlah Total Bakteri Asam laktat 
Perhitungan jumlah bakteri asam laktat dilakukan menggunakan metode 
Total Plate Count (TPC). Jumlah koloni yang dihitung dalam metode total plate 
count untuk total bakteri asam laktat adalah koloni yang berjumlah antara 25 - 250. 
Satuan dalam perhitungan jumlah bakteri yaitu cfu/ml (Joni dan Abrar, 2018). 
Jumlah koloni dihitung satu persatu menggunakan alat colony counter. Koloni 
bakteri asam laktat akan didapati dengan ciri berwarna putih, berbentuk bulat/ 
circulair dan pinggiran rata (Nasution dan Thasmi, 2017). Menurut Joni dan Abrar 
(2018), Jumlah total bakteri per ml dihitung dengan rumus : 
 












4.6.7  Pembuatan Preparat Histopatologi Usus Mencit 
Sampel yang telah disimpan dalam pot organ berisi formalin 10% diambil 
untuk diperkecil dengan dipotong kurang lebih setebal kaset jaringan yaitu 0,5 cm 
dan dimasukkan ke dalam kaset jaringan. Kaset jaringan yang telah berisi sampel 
organ kemudian dilakukan tahapan pembuatan preparat histopatologi. Tahapan 
pertama yaitu dehidrasi yang bertujuan untuk mengeluarkan air dari jaringan 
dilakukan dengan memasukkan kaset jaringan ke dalam alkohol bertingkat 70%, 
80%, 85%, 90%, 95%, 100% masing masing selama 1 jam. tahapan kedua yaitu 
clearing yang bertujuan untuk menggantikan air dalam jaringan sehingga nantinya 
dapat diinfiltrasi oleh parafin, clearing dilakukan dengan memasukkan kaset 
jaringan ke dalam xylol absolut I,II,III masing masing selama kurang lebih 5-20 
menit. Tahapan ketiga yitu parafinisasi dan blocking yang bertujuan untuk mengisi 
jaringan dengan parafin sehingga mudah untuk dilakukan pemotongan, parafinisasi 
dilakukan dengan memasukkan kaset jaringan ke dalam parafin suhu 58-60°C 
sebanyak tiga kali masing-masing selama 1 jam. Kemudian sampel organ ditanam 
dalam block dan disimpan dalam lemari pendingin. Tahapan keempat yaitu 
sectioning dilakukan dengan pemotongan menggunakan alat microtome kurang 
lebih ketebalan 3-5 mikron dan diletakkan pada gelas objek (Fitriani, dkk., 2018).  
Pewarnaan Hematoksilin-Eosin merupakan tahap selanjutnya setelah 
blocking. Tahap pertama dalam pewarnaan HE yaitu deparafinisasi untuk 
menghilangkan parafin, tahap ini dilakukan dengan menggunakan xylol sebanyak 








100%, 95%, 90%, 80%, 70% masing masing 5 menit. Selanjutnya pewarnaan 
jaringan menggunakan hematoksilin untuk mewarnai inti sel selama 5 menit, 
dilanjutkan alkohol asam 4 detik, dibilas menggunakan air mengalir, dan 
pewarnaan menggunakan eosin untuk mewarnai sitoplasma selama 5 menit. Tahap 
setelah pewarnaan yaitu dehidrasi menggunakan alkohol bertingkat, dilanjutkan 
clearing menggunakan xylol dengan tiga kali pengulangan. Tahap terakhir dari 
histoteknik diakhiri dengan penutupan jaringan (mounting) dilakukan dengan 
meneteskan entellan pada gelas objek kemudian ditutup menggunakan cover glass 
(Fitriani, dkk., 2018). 
4.6.8  Pengukuran Jejenum Mencit Menggunakan Image J 
Pengukuran morfometri usus mencit secara mikroskopik dilakukan untuk 
menentukan panjang vili, lebar vili dan jarak antar vili. Setelah preparat telah 
diwarnai menggunakan pewarnaan Hematoksilin-Eosin (HE), kemudian dilakukan 
pengamatan pada sampel menggunakan mikroskop. Pengamatan mikroskop untuk 
preparat histologi dapat dibantu menggunakan micrometer eyepiece yang 
dipasangkan pada mikroskop cahaya. Perbesaran yang digunakan untuk 
pengamatan menggunakan mikroskop yaitu perbesaran lensa objektif 100 kali. 
Sampel yang telah diamati dapat didokumentasikan dengan mikroskop yang telah 
terhubung dengan komputer. Penentuan panjang vili, lebar vili dan jarak antar vili 
jejenum menggunakan software MacBiophotonics Image J dengan diambil 4 lapang 
pandang jejenum pada sisi yang berlawanan kemudian di rata-rata sehingga 








4.7  Analisis Data 
Analisis data dalam penelitian ini dilakukan dengan analisis statistik 
menggunakan One Way ANOVA (analysis of variance) (Tabel 4.2). ANOVA 
bertujuan untuk mengetahui perbedaan rata-rata pada setiap perlakuan terhadap 
total jumlah bakteri asam laktat dan analisis morfometri usus mencit. Asumsi uji 
ANOVA antara lain individu sampel harus diambil random secara terpisah, 
distribusi yang diselidiki harus normal sehingga diperlukan tes normalitas, dan 
variasi dari berbagai populasi tidak memiliki perbedaan yang signifikan, sehingga 
dapat dilakukan tes variasi.  





















Galat P (n-i) Y 𝐽𝐾 𝑔𝑎𝑙𝑎𝑡
𝑝(𝑛 − 1)
 
   
Total np-1 Z     
 
Keterangan : 
a. FK   : (∑ ∑ 𝑌𝑖𝑗)𝑛𝑗=1
𝑝
𝑖=1
2 / (pn) 
b. JK perlakuan : (∑ ∑ 𝑌𝑖𝑗)𝑛𝑗=1
𝑝
𝑖=1
2  - n - FK 
c. JK galat  : JK total – JK perlakuan 





Pada pengujian ANOVA, apabila data tidak normal dan homogen, maka 








diketahui bahwa data memiliki varian yang sama atau tidak. Apabila data telah 
terbukti terdistribusi normal dan homogen dapat dilakukan uji ANOVA. Apabila 
hipotesis nol maka harus ditolak dan dapat disimpulkan bahwa didapati adanya 
perbedaan yang signifikan diantara variabel, kemudian dilanjutkan dengan analisis 
setelah ANOVA (post hoc) untuk mengetahui kelompok mana yang berbeda. Hal 
ini dilakukan bila F hitung menunjukkan adanya perbedaan. Teknis analisis setelah 
ANOVA yang dapat digunakan antara lain Scheffe, Duncan dan Turkey’s HSD 























BAB V HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
5.1 Jumlah Bakteri Asam Laktat Jejenum Mencit Metode TPC 
Perhitungan jumlah bakteri asam laktat jejenum mencit dilakukan dengan 
metode Total Plate Count (TPC) menggunakan pengenceran bertingkat 101-108 
dengan empat pengenceran terakhir 105-108 diinokulasikan pada media MRSA. 
Perhitungan koloni dilakukan menggunakan colony counter. Jumlah koloni dari 
cawan petri dihitung lalu dikalikan dengan faktor pengenceran nya. Hasil 
perhitungan pada setiap perlakuan kemudian di rata-rata. Grafik hasil rata-rata 



































Jumlah Bakteri Asam Laktat








Berdasarkan dari rata-rata pada setiap perlakuan didapatkan jumlah bakteri 
asam laktat pada pengenceran 105 tertinggi pada kelompok P1 (Probiotik + 
Salmonella) dan terendah pada kelompok P3 (Salmonella). Hasil pengenceran 106 
tertinggi pada kelompok P1 (Probiotik + Salmonella) dan terendah pada kelompok 
P3 (Salmonella). Hasil pengenceran 107 tertinggi pada kelompok P1 
(Probiotik+Salmonella) dan terendah pada kelompok P3 (Salmonella). Hasil 
pengenceran 108 tertinggi pada kelompok P1 (Probiotik + Salmonella) dan terendah 
pada kelompok P3 (Salmonella). 
Hasil perhitungan jumlah bakteri asam laktat pada setiap pengenceran 
dianalisis kuantitatif menggunakan SPSS 25.0 for windows untuk dilakukan uji 
normalitas dan homogenitas. Didapatkan data terdistribusi normal dan homogen 
(p>0,05), kemudian dilanjutkan uji analisis ANOVA. Hasil uji ANOVA 
menunjukkan nilai p>0,05 sehingga membuktikan bahwa tidak terdapat perbedaan 
yang signifikan antar perlakuan P1, P2, P3 dan P4 terhadap jumlah bakteri asam 
laktat jejenum mencit (lampiran 4). Perbandingan jumlah bakteri asam laktat pada 
setiap kelompok perlakuan disajikan pada Tabel 5.1. 
Prinsip dilakukannya pengenceran adalah untuk mengurangi kuantitas dari 
bakteri asam laktat, sehingga akan didapatkan jumlah koloni bakteri asam laktat 
tertinggi pada pengenceran 105 dan semakin tinggi pengenceran jumlah koloni akan 
semakin berkurang.  Berdasarkan dari Tabel 5.1 didapati pada kelompok P1 
(probiotik+Salmonella) pengenceran 106 jumlah koloni lebih rendah bila 








yang tidak sesuai pada pengenceran dapat diakibatkan kesalahan saat melakukan 
proses pengenceran seperti saat pengambilan suspensi yang terlalu banyak atau 
sedikit dari pengenceran sebelumnya. Bisa juga diakibatkan dari larutan suspensi 
yang kurang homogen sehingga tidak mewakili populasi bakteri yang ada pada 
pengenceran. 
 
Tabel 5.1 Perbandingan jumlah bakteri asam laktat jejenum mencit 
Kelompok 
Rata-rata (CFU/ml) ± SD 
105 106 107 108 
P1 (Probiotik+Salmonella) 219,5 ± 3,94 203,5 ± 6,45 208,5 ± 5,82 173 ± 4,77 
P2 (Probiotik) 176,5 ± 3,56 154,25 ± 7,23 107 ± 6,83 84,25 ± 5,36 
P3 (Salmonella) 171,75 ± 5,23 139,75 ± 3,78 50,25 ± 1,62 43,75 ± 0,95 
P4 (Kontrol) 204,75 ± 6,67 198,25 ± 4,13 116,25 ± 5,4 50,25 ± 2,32 
Keterangan : cfu/ml = colony forming unit/ ml 
 
Berdasarkan hasil rata-rata jumlah bakteri asam laktat kelompok P1 
pemberian probiotik ditantang Salmonella menghasilkan jumlah bakteri asam laktat 
yang tinggi pada pengenceran 105-108 dibandingkan kelompok P4 (Kontrol) dan 
kelompok P3 hanya diberikan Salmonella. Menurut penelitian Abdel-daim (2013), 
pemberian probiotik yang ditantang dengan Salmonella lebih dari 24 jam mampu 
untuk meningkatkan jumlah bakteri asam laktat usus dan mengurangi kolonisasi 
dari Salmonella dengan mekanisme kompetisi sehingga menghambat Salmonella 
invasi masuk ke dalam mukosa usus serta memodulasi peningkatan respon imun. 
Pada kelompok P1 (Probiotik + Salmonella) adanya peningkatan bakteri asam 








laktat untuk melawan patogen Salmonella (Higgins, et al., 2009). Bakteri asam 
laktat memiliki mekanisme dalam melawan Salmonella dengan menghasilkan asam 
laktat dan asam asetat untuk menurunkan pH sehingga Salmonella terhambat untuk 
tumbuh, persaingan situs reseptor, stimulasi sistem kekebalan dan produksi 
antimikroba aktif seperti bakteriosin (Adetoye, et al., 2018). 
Penelitian ini menunjukkan kelompok P1 (Probiotik + Salmonella) 
menghasilkan jumlah bakteri asam laktat pada pengenceran 105-108 yang lebih 
tinggi bila dibandingkan kelompok P2 hanya diberikan probiotik. Hal ini 
dikarenakan kemungkinan adanya stimulasi bakteri asam laktat yang lebih banyak 
pada pemberian probiotik yang ditantang Salmonella sebagai bentuk mekanisme 
pertahanan dan mekanisme kompetisi terhadap keberadaan patogen Salmonella 
(Higgins, et al., 2009). Kelompok P3 pemberian hanya Salmonella menunjukkan 
adanya penurunan jumlah bakteri asam laktat pada pengenceran 105-108 bila 
dibandingkan kelompok P4 (Kontrol) dan kelompok P2 dengan pemberian 
probiotik. Hal ini dikarenakan pertumbuhan bakteri asam laktat berbanding terbalik 
dengan keberadaan bakteri patogen Salmonella. Terdapat kompetisi antara bakteri 
asam laktat (BAL) yang secara normal berada di usus dengan Salmonella dalam 
melakukan perlekatan pada mukosa usus dan mendapatkan nutrisi. Sehingga 
perlakuan dengan Salmonella tanpa probiotik akan menurunkan jumlah bakteri 
asam laktat (BAL) di usus (Salehizadeh, et al., 2020). 
Hasil dari penelitian ini, didapati kelompok P2 (Probiotik) pada 








kelompok P4 (kontrol) dan pada pengenceran 108 didapati lebih tinggi 
dibandingkan kelompok P4 (kontrol) akan tetapi tidak mengalami perbedaan yang 
jauh secara signifikan. Hasil ini tidak sesuai dengan penelitian yang telah dilakukan 
(Wijayanti dan Ardyati, 2007), yang menyebutkan pemberian probiotik mampu 
dalam meningkatkan jumlah bakteri asam laktat pada usus mencit. Hal ini dapat 
diakibatkan dari kesalahan saat proses pengenceran yaitu suspensi yang kurang 
homogen sehingga tidak mewakili dari populasi bakteri yang ada. Sehingga 
didapatkan hasil pada pengenceran 105-107 kelompok P2 (Probiotik) lebih rendah 
akan tetapi pada pengenceran 108 bakteri asam laktat yang didapatkan jauh 
meningkat dibandingkan kelompok P4 (Kontrol).  
Pengaruh lainnya yaitu pada pemberian perlakuan melalui oral yang dapat 
meningkatkan stress pada mencit sehingga mampu menurunkan nafsu makan. 
Menurut (Widodo, dkk., 2015), bakteri asam laktat dalam usus membutuhkan 
keberadaan nutrisi untuk tumbuh. Jumlah bakteri asam laktat akan meningkat 
apabila dalam usus mencit mengandung nutrisi dengan jumlah yang cukup. Bakteri 
asam laktat membutuhkan nutrisi berupa karbohidrat yang mudah larut sebagai 
sumber energi dan membentuk asam laktat. Bakteri asam laktat juga memerlukan 
protein sebagai sumber nitrogen untuk membentuk biomassa sel. Sehingga faktor 
keberadaan nutrisi yang cukup dalam usus mampu meningkatkan jumlah koloni 









5.2 Pengaruh Pemberian Probiotik Ditantang Salmonella sp. Terhadap 
Histomorfometri Jejenum Mencit 
Histomorfometri jejenum mencit diukur menggunakan image-J dengan 
kalibrasi 400× dan perbesaran mikroskop 400×. Pengukuran histomorfometri 
jejenum dilakukan dengan empat lapang pandang yang berbeda pada setiap 
kelompok perlakuan. Parameter yang diamati meliputi panjang vili, lebar vili dan 
jarak antar vili. Menurut Wang and Peng (2008), panjang vili diukur dari apex vili 
hingga ke persimpangan kripta vili (crypt villus junction). Lebar vili diukur dari tepi 
epitel vili hingga ke tepi epitel vili yang berlawanan melewati titik tengah dari vili 
dan diukur pada bagian terlebar dari vili. Jarak antar vili diukur dengan menghitung 
jarak atau celah antar satu vili dengan vili yang lain (Nawi et al., 2013).  
Pengukuran histomorfometri jejenum mencit pada setiap perlakuan di rata-
rata. Hasil rata-rata histomorfometri jejenum didapatkan panjang vili tertinggi pada 
kelompok P2 (probiotik) dan terendah pada kelompok P3 (Salmonella). Lebar vili 
tertinggi pada kelompok P2 (probiotik) dan terendah pada kelompok P3 
(Salmonella). Jarak antar vili tertinggi pada kelompok P3 (Salmonella) dan 
terendah peda kelompok P2 (probiotik). Hasil grafik rata-rata histomorfometri 











Gambar 5.2 Grafik Rata-Rata Histomorfometri Jejenum pada Setiap Kelompok 
Perlakuan 
 
Hasil pengukuran histomorfometri jejenum kemudian dianalisis 
menggunakan SPSS 25.0 for windows untuk dilakukan uji homogenitas dan 
normalitas (p>0,05) sebagai salah satu syarat dalam dilakukannya uji oneway 
ANOVA. Hasil uji ANOVA menunjukkan nilai p<0,05 yang menunjukkan bahwa 
terdapat perbedaan yang nyata antara perlakuan (P1,P2,P3,P4) terhadap 
histomorfometri jejenum mencit (Lampiran 5). Sehingga dilanjutkan uji analisis 
setelah ANOVA (post hoc) yaitu uji Duncan untuk mengetahui perbedaan dari 
setiap kelompok perlakuan. Hasil pengujian statistik dapat diamati pada Tabel  5.2. 
Berdasarkan dari pengamatan analisis histomorfometri pada Tabel 5.2, dapat 
diamati pada panjang vili terdapat perbedaan yang signifikan antara kelompok P2 





























(Kontrol).  Sedangkan panjang vili tidak berbeda nyata antara kelompok P1 
(Probiotik+Salmonella), P3 (Salmonella) dan P4 (Kontrol). Menurut penelitian 
Hussein (2020), pemberian probiotik secara efektif mampu dalam meningkatkan 
panjang vili usus secara signifikan untuk memperluas area absorpsi, peningkatan 
sekresi enzim dan peningkatan sistem transportasi nutrisi. Perbedaan yang tidak 
nyata antara kelompok P1 (Probiotik+Salmonella), P3 (Salmonella) dan P4 
(Kontrol) dapat dipengaruhi oleh faktor virulensi dari Salmonella. Hal ini 
membuktikan bahwa pemberian Salmonella tidak berpengaruh secara signifikan 
terhadap panjang vili. Hal ini berkaitan dengan faktor virulensi Salmonella yang 
berhubungan dengan kemampuan nya dalam melakukan replikasi dan melakukan 
kolonisasi pada mukosa usus antara lain fimbrae yaitu protein polimer yang 
berfungsi sebagai mediator Salmonella dalam menempel pada mukosa usus (Gut, 
et al., 2018). 
 
Tabel 5.2 Hasil perbandingan histomorfometri jejenum mencit pada setiap 
kelompok perlakuan 
Kelompok 
Rata-rata (µm) ± SD 
Panjang Vili Lebar Vili Jarak antar vili 
P1 (Probiotik+Salmonella) 175.44 ± 1.77a 79.81 ± 0.72b 17.25 ± 0.67ab 
P2 (Probiotik) 225.53 ± 1.83b 85.13 ± 0.59b 12.40 ± 0.50a 
P3 (Salmonella) 146.69 ± 1.49a 58.46 ± 0.88a 32.59 ± 1.83c 
P4 (Kontrol) 154.99 ± 2.93a 67.20 ± 1.18a 18.90 ± 0.74b 
Keterangan : notasi yang berbeda menunjukkan adanya perbedaan yang nyata antar 










 Hasil lebar vili jejenum tidak menunjukkan perbedaan yang signifikan pada 
kelompok P1 (Probiotik+Salmonella) dan P2 (Probiotik). Hal ini menunjukkan 
pemberian probiotik berpengaruh nyata terhadap lebar vili. Sehingga pemberian 
probiotik yang ditantang Salmonella mampu meningkatkan lebar vili secara 
signifikan. Lebar vili pada kelompok P3 (Salmonella) menunjukkan hasil yang 
tidak signifikan dengan kelompok P4 (Kontrol). Hal ini berhubungan dengan 
kemampuan Salmonella dalam adhesi atau melakukan perlekatan pada mukosa. 
Sehingga apabila Salmonella telah melakukan perlekatan dengan baik, Salmonella 
akan menghasilkan cytolethal distending toxins yang kemudian mempengaruhi 
morfologi dari vili usus. Pada penelitian ini didapati pada penambahan Salmonella 
tidak berbeda nyata dengan kelompok kontrol yang dapat diakibatkan kurangnya 
kemampuan Salmonella dalam melekat di usus sehingga menghasilkan perbedaan 
yang tidak signifikan (Wresdiyati, dkk., 2013). 
 Hasil jarak antar vili jejenum menunjukkan tidak adanya perbedaan yang 
signifikan antara kelompok P1 (Probiotik+Salmonella) dengan kelompok P2 
(Probiotik). Hal ini menunjukkan pemberian probiotik tanpa Salmonella ataupun 
dengan Salmonella tidak menunjukkan perubahan yang nyata pada jarak antar vili 
jejenum. Pada kelompok P1 (Probiotik+Salmonella) dengan kelompok P4 
(Kontrol) tidak menunjukkan perbedaan yang signifikan. Hal ini menunjukkan 
pemberian probiotik dengan Salmonella tidak menghasilkan perubahan yang nyata 
pada jarak antar vili jejenum. Jarak antar vili pada kelompok P3 (Salmonella) 








(Probiotik+Salmonella), kelompok P2 (Probiotik), dan kelompok P4 (Kontrol). Hal 
ini dipengaruhi oleh kemampuan Salmonella dalam mendenaturasi protein pada 
membran sel sehingga mengakibatkan deskuamasi sel epitel usus dan 
meningkatkan jarak antar vili secara signifikan (Handoko, dkk., 2015). 
Hasil pengukuran histomorfometri jejenum meliputi panjang vili, lebar vili 
























Gambar 5.3 Pengukuran Panjang, Lebar dan Jarak Antar Vili Jejenum (Perbesaran 
400x). Keterangan: (A) Kelompok P1 (Probiotik + Salmonella), (B) 
Kelompok P2 (Probiotik), (C) Kelompok P3 (Salmonella), (D) 
Kelompok P4 (Kontrol).  
Keterangan : 
  : Panjang vili     : Jarak antar vili 








Kelompok P1 dengan pemberian probiotik dan ditantang Salmonella 
menunjukkan histomorfometri lebih baik bila dibandingkan dengan kelompok P3 
hanya diberikan Salmonella. Hal ini membuktikan berkurangnya kerusakan yang 
diakibatkan oleh Salmonella. Perlakuan pemberian probiotik mampu dalam 
mengurangi kerusakan yang diakibatkan Salmonella dengan menstimulasi imunitas 
humoral dan seluler. Stimulasi imunitas melalui peningkatkan populasi dan 
proliferasi limfosit, mempertahankan sitokin pro-inflamasi IFN-γ, TNF-α, dan 
peningkatan IL-12, IL-10, Imunoglobulin IgA, IgE IgG, IgM. Bakteri asam laktat 
yang dihasilkan oleh probiotik melakukan perlekatan pada epitel usus untuk 
menstimulasi aktivitas makrofag, aktivasi fagositosis, dan kolonisasi dari 
Salmonella sp. Sehingga mampu mempertahankan mekanisme perlindungan vili 
terhadap Salmonella sp. dengan menjaga respon imun (Gupta, et al., 2018; 
Astawan, dkk., 2011). Probiotik di usus memiliki kemampuan dalam mengurangi 
perkembang-biakan Salmonella sp.  dengan melakukan adhesi pada sel epitel untuk 
berkompetisi dengan Salmonella sp. dan menghasilkan senyawa antimikroba 
bakteriosin yang memiliki interaksi terhadap membran sel Salmonella sp. sehingga 
mampu mendenaturasi protein pada membran sel. Probiotik menghasilkan produk 
asam laktat untuk menurunkan pH sehingga pertumbuhan Salmonella sp. terganggu  
(Castillo, et al., 2011; Adetoye, et al., 2018).  
Berdasarkan dari hasil analisis histomorfometri jejenum yang ditunjukkan 
pada Tabel 5.2. kelompok P2 pemberian probiotik menunjukkan hasil yang lebih 








pada kelompok P2 (Probiotik) mengalami peningkatan. Hal ini dipengaruhi oleh 
peningkatan asam lemak rantai pendek. Bakteri probiotik memiliki kemampuan 
dalam menghasilkan asam lemak rantai pendek dari proses fermentasi. Asam lemak 
rantai pendek merupakan komponen penyusun dari sel epitel usus sehingga 
semakin banyak asam lemak rantai pendek yang dihasilkan akan menstimulasi 
perbanyakan sel epitel usus (Izzuddiyn, dkk., 2018). Adanya peningkatan panjang 
dan lebar vili akan memperluas daerah absorbsi makanan dan nutrisi, sehingga akan 
meningkatkan kinerja usus dalam mencerna makanan (Matur and Eraslan, 2012). 
Jarak antar vili pada pemberian probiotik menurun hal ini dipengaruhi oleh 
pertambahan jumlah vili sehingga densitasnya menjadi lebih padat. Menurut 
Hartono (2016), probiotik memiliki kemampuan dalam peningkatan jumlah vili 
dengan menstimulasi perbanyakan epitel usus untuk memperbaiki performa dalam 
penyerapan nutrisi. 
Kelompok P3 dengan pemberian hanya Salmonella menunjukkan adanya 
penurunan panjang vili dan lebar vili dibanding kelompok P4 (Kontrol). Menurut 
Na Dong (2019), infeksi yang diakibatkan oleh Salmonella sp. akan mengakibatkan 
panjang vili dan lebar vili lebih pendek secara signifikan dibanding kelompok tanpa 
infeksi Salmonella dikarenakan Salmonella akan memicu terjadinya inflamasi 
sehingga terjadi degenerasi epitel dan kerusakan epitel vili yang mengakibatkan 
penurunan panjang dan lebar vili. Penurunan tinggi vili dan lebar vili akan 
mempengaruhi kemampuan usus dalam mencerna dan menyerap makanan. 








epitel yang mengakibatkan pelepasan epitel yang menempel pada membrana basalis 
sehingga jarak antar vili terlihat lebar. Gambaran inflamasi yang diakibatkan oleh 
Salmonella akan menunjukkan ruang antar vili dan jarak antar vili menjadi lebih 
lebar karena adanya kerusakan pada lapisan mukosa (Handoko, dkk., 2015). 
Berdasarkan dari pemaparan diatas dapat disimpulkan, kelompok P2 
(Probiotik) menunjukkan hasil histomorfometri yang lebih baik yaitu adanya 
peningkatan panjang vili, lebar vili dan penurunan jarak antar vili dibandingkan 
perlakuan tanpa pemberian probiotik P4 (Kontrol). Sehingga pemberian probiotik 
dinilai efektif dalam meningkatkan performa penyerapan nutrisi dengan 
memperbaiki struktur vili usus. Pada kelompok P3 (Salmonella) menunjukkan hasil 
histomorfometri dengan penurunan panjang vili, lebar vili dan peningkatan jarak 
antar vili. Hal ini menunjukkan adanya kerusakan dan penurunan kemampuan vili 
dalam menyerap nutrisi. Sehingga pada kelompok P1 (Probiotik + Salmonella) 
selain menghasilkan histomorfometri yang jauh lebih baik dibuktikan mampu 















BAB VI PENUTUP 
6.1  Kesimpulan 
 Berdasarkan dari hasil dan analisis penelitian ini dapat disimpulkan : 
1. Pemberian probiotik dan ditantang Salmonella dapat meningkatkan jumlah 
bakteri asam laktat jejenum mencit tetapi tidak secara signifikan (p>0,05) 
bila dibandingkan kelompok kontrol. 
2. Pemberian probiotik dan ditantang Salmonella pada gambaran 
histomorfometri mampu meningkatkan lebar vili secara signifikan (p<0,05). 
Akan tetapi tidak meningkatkan panjang vili dan menurunkan jarak antar 
vili secara signifikan (p>0,05) bila dibandingkan kelompok kontrol. 
 
6.2  Saran 
 Saran untuk penelitian ini lebih diperhatikan saat proses pengenceran untuk 
meminimalisir kesalahan saat pengambilan suspensi yang terlalu banyak maupun 
sedikit dari pengenceran sebelumnya sehingga meminimalisir hasil pengenceran 
yang tidak sesuai. Pembuatan preparat histopatologi jejenum dilakukan dengan 
lebih baik lagi terutama saat proses embedding dan sectioning sehingga hasil 
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Hari ke 8-14 
hari 


























Aklitimasi 7 hari 
(P1) 
5 ekor mencit diberikan 
probiotik 0,1% 7 hari 
(0,5 ml/ekor) 
(P2) 
5 ekor mencit 
pemberian air minum 
7 hari (0,5 ml/ ekor) 
Challenge Salmonella sp. 0,5 ml 
(1,5 x 108 CFU/ml) selama 7 hari 
Hari ke 15-21 hari 
Hari ke 25 
Nekropsi 
TPC 
Kultur di Media MRS 
agar (pour plate) 
Kultur bakteri di 









lebar dan jarak antar 
vili jejenum  








Lampiran 3. Perhitungan Bakteri Asam Laktat 
Lampiran 4. Analisis Data Jumlah Bakteri Asam Laktat 
Kode  Koloni Total Bakteri/ Pengenceran 
        
K11 Circular Mucoid  156 88 >250 193 >250 >250 188 135 
 
Spindle 0 0 0 0 0 0 0 0 
K12 Circular Mucoid  12 29 17 3 36 17 19 8 
 
Spindle 32 30 0 7 0 4 16 25 
K13 Circular Mucoid  82 119 95 63 218 >250 101 61 
 
Spindle 26 27 3 26 0 0 0 0 
K14 Circular Mucoid  184 57 208 214 116 61 149 13 
 
Spindle 3 33 0 0 0 0 0 0 
K2 1 Circular Mucoid 112 157 189 181 222 >250 117 126 
K2 2 Circular Mucoid  53 100 12 17 1 4 28 14 
 
Spindle 17 0 11 0 0 0 10 0 
K2 3 Circular Mukoid  24 43 5 9 0 1 9 5 
 
Spindle 12 10 0 0 0 1 1 1 
K2 4 Circular Mukoid  75 81 102 115 54 42 19 3 
 
Spindle 9 7 27 13 6 6 4 7 
K2 5 Circular Mukoid  56 28 8 9 7 8 6 3 
 
Spindle 4 7 3 0 0 0 0 0 
K3 1 Circular Mukoid  >250 52 >250 224 194 >250 >250 >250 
 
Spindle 0 0 0 0 0 0 0 0 
K3 2 Circular Mukoid  >250 >250 >250 >250 >250 247 >250 216 
 
Spindle 0 0 0 0 0 0 0 0 
K3 3 Circular Mukoid  81 58 16 220 157 143 53 62 
 
Spindle 0 0 3 12 0 0 0 0 
K3 4 Circular Mukoid  68 78 33 19 6 6 8 8 
 
Spindle 104 108 35 41 4 8 1 12 
K3 5 Circular Mukoid  28 18 110 70 29 19 25 24 
 
Spindle 50 33 17 22 47 0 13 7 
K3 6 Circular Mukoid  26 0 41 0 17 8 17 12 
 
Spindle 29 0 0 0 2 2 0 0 
K3 7 Circular Mukoid  62 128 34 50 16 13 15 30 
 
Spindle 13  0 60 27 9 15 3 0 
K4 1 Circular mukoid >250 185 >250 138 >250 >250 >250 >250 
K4 2 Circular mukoid 13 4 72 179 2 1 4 18 
K4 3 Circular mukoid 92 110 132 71 18 44 17 46 
K4 4 Circular mukoid 237 172 173 157 163 122 174 112 
K4 5 Circular mukoid 187 144 160 99 130 121 54 56 
K4 6 Circular mukoid >250 >250 10 70 92 57 3 3 








































































































































Lampiran 6. Uji Konfirmasi Bakteri 
A. Bakteri Asam Laktat (BAL) 
 
Hasil pewarnaan gram : Gram positif, basil 
 
Hasil uji katalase : negatif 
B. Salmonella sp. 
 


















































































Lampiran 9. Dokumentasi Kegiatan Penelitian 
 




Pembuatan suspensi probiotik 
 
Pemberian probiotik dan Salmonella 
 
Pembuatan suspensi Salmonella 












Nekropsi mencit dan pengambilan sampel jejenum 
 
 
Pengenceran dan isolasi bakteri asam laktat (BAL) pada media MRSA 









Perhitungan jumlah koloni bakteri asam laktat (BAL) 
 
 
Proses pembuatan preparat histologi jejenum 
 
 
 
